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家 答 磁 酸 吡 哆 醇 氧 化 酶 的 体外 定点 突变 及 其 活性 仅 定 
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摘要 :【 目的】 研究 家 和 蛋 Bombyx mori 磷酸 吡 哆 醇 氧 化 酶 (pyridoxine 5'-phosphate oxidase，PNPO ) 个 别 保守 和 氨基酸 残 基 
对 PNPO 酶 活性 的 影响 。[【 方 法 ] 用 重 伙 延伸 法 把 氨基 酸 残 基 Lys”( AAA ) 突变 为 Glu( CAA) ,Ser”(AGC ) 定点 突变 
为 Ala( GCC) ; 构建 重组 表达 载体 , 在 大 肠 杆菌 Escherichia coli Rosetta 中 诱导 表达 , 经 亲 和 纯 化 后 进行 酶 活 鉴定 。 
【结果 】 重 组 蛋白 的 分 子 量 约 为 45. 0 kDa。 体 外 酶 活 分 析 发 现 , 家 看 氨基 酸 残 基 Lys” 突 变 体 K111E 活性 降低 了 约 
78.0% , Ser” 突 变 体 S160A 的 活性 降低 了 67.4% 。[【 结论 结果 提示 和 氨基酸 残 基 Lys” 和 Ser ”对 维持 家 和 蛋 PNPO 的 
酶 活性 有 重要 作用 。 本 研究 明确 了 家 看 磷酸 吡 哆 醇 氧 化 酶 个 别 保守 氨基 酸 残 基 的 酶 学 功能 。 
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Abstract:【Aim】To study the effects of single conserved amino acid residue of pyridoxine 5’-phosphate 
oxidase (PNPO) from Bombyx mori on its activity. 【Methods】Lys… (AAA) and Ser” (AGC), two of 
the most conserved residues, were mutated to Glu (GAA) and Ala (GCC) by using over-lap _ extension ， 
respectively. The obtained expression plasmids were over-expressed in Escherichia coli Rosetta by IPTG 
induction, and then the expressed products were purified with affinity chromatography and the activity of the 
purified PNPO were determined. [ Results 】 The molecular mass of the target recombinant protein was 
~45.0 kDa. Compared with the wild type PNPO, the activities of the mutants Klllk and S160A were 
reduced by 78.0% and 67.4% , respectively. [Conclusion) The results suggest that the residues Lys”™ and 
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Ser” are important to maintain the activity of PNPO. This study confirms the significance of single 


conserved amino acid residues on the catalytic function of PNPO of B. mor. 


Kevy words.: Bombyx mori: ridoxine 5S’'-phosphate oxidase: site-directed mutation: svene expression: 
y Y ; by pnOSp ; ; 8 p ; 
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爸 酸 吡 哆 酶 (pyridoxal 5'-phosphate，PLP ) 是 维 
生 素 Bi(VBe ) 的 主要 辅酶 形式 ， 除 参加 催化 涉及 氮 
基 酸 代谢 的 各 种 反应 外 , 还 与 细胞 其 他 多 种 生理 活 
动 有 关 (Salhany and Schopfer, 1993 ; Hamasaki and 
Okubo ,1996; Palmieri et al., 2001) 。 在 PLP 的 从 头 
合成 途径 (de novo pathway ) 和 补救 途径 (salvage 
pathway) 中 ， 磅 酸 吡 哆 醇 氧化 酶 (pyridoxine 5”- 
phosphate oxidase ，PNPO ) 均 起 重要 作用 。 在 辅酶 黄 
素 单 核 昔 酸 (FMN ) 和 0, 存在 下 ，PNPO 氧化 底 物 
侈 酸 吡 哆 醇 (pyridoxine -phosphate，PNP) 、 磷 酸 吡 
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哆 腕 (pyridoxine 5'-phosphate，PMP) 生 成 PLP( 张 剑 
韵 等 , 2008 ) 。 家 看 Bombyx mori 属于 VB。 异 养 型 ， 
存在 一 条 合成 PLP 的 补救 途径 , 这 条 合成 途径 使 得 
细胞 能 够 直接 获得 外 源 吡 哆 醇 ( pyridoxine，PN ) 、 
吡咯 胺 (pyridoxine ， PM ) 和 上 吡 哆 醚 (pyridoxal ,PL )， 
来 合成 细胞 所 需要 的 磷酸 吡 哆 胺 和 克 酸 吡 哆 醚 
( Kazarinoff and Cormick, 1975; Choi et al., 1987 ) 。 
目前 已 从 部 分 哺乳 动物 、 微 生物 和 植物 中 分 离 鉴 定 
了 PNPO 基因 , 其 酶 学 性 质 、 空 间 结 构 和 催化 机 制 
也 有 了 一 些 研究 积累 , 但 是 对 昆虫 类 生物 PNPO 的 
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结构 研究 还 鲜 有 报道 。 

家 耕作 为 遗传 研究 的 模式 昆虫 , 对 家 看 PNPO 
基因 进行 定点 突变 将 为 深入 研究 昆虫 生物 的 PNPO 
结构 与 功能 的 关系 建立 研究 基础 ， 进 而 为 明确 
PNPO 催化 机 制 起 到 促进 作用 。 本 文 以 本 实验 室 保 
存 的 家 看 PNPO cDNA 为 研究 对 象 , 分 别 对 Lys” 和 
Ser” 进行 定点 突变 , 将 赖 氮 酸 突变 为 谷 氨 酸 ,突变 
体 记 为 K111E; 将 丝氨酸 突变 成 两 氮 酸 ， 突 变 体 记 
作 S160A。 通 过 重组 表达 和 体外 酶 活 测定 ,鉴定 该 
位 点 的 功能 , 为 家 看 PNPO 结构 与 功能 的 关系 建立 
研究 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

家 春 PNPO 基因 保存 在 大 上 肠 杆 菌 Escherichia 
coli DHSa 中 ; 菌株 E. coli Rosetta 和 E. coli DHSa 
由 本 实验 室 保 存 ; 克隆 载体 pMD18-T 购 自 TaKaRa 
公司 , 表达 载体 pET32a(+) 由 本 实验 室 保存 ; 限制 
性 内 切 酶 BamH | 和 Xho I[ 以 及 T4 DNA 连接 酶 购 
日 TaKaRa 公司; Pfu DNA 聚合 酶 、Taq DNA 聚合 酶 
和 dNTP 购 目 北京 全 式 金 公司 ; 核酸 凝 胶 纯 化 试镜 
盒 购 目 TaKaRa 公司 ; Ni-NTA 柱 购 目 CE 公司 ; 引 
物 合成 与 核酸 序列 解析 分 别 由 上 海 生 物 工程 公司 
(Sangon ) 和 上 海 类 骏 生 物 技术 有 限 公 司 
( Invitrogen ) 完成 。 
1.2 引物 设计 

采用 重合 延伸 法 对 PNPO 进行 定点 突变 ( 韦 萌 
领 等 , 2004) 。 将 家 乔 PNPO 第 111 位 赖 氨 酸 Lys 
(K) 突 变 为 谷 氨 酸 (E), 突变 体 记 作 Kl1l1E; 将 
PNPO 第 160 位 丝氨酸 S”(S) 突变 为 丙 氮 酸 (A) ， 
突变 体 记 为 S160A。 根 据 家 看 PNPO 氮 基 酸 序列 设 
计 4 条 突变 引物 , 引物 中 阴影 部 分 分 别 为 引入 的 突 









变 碱 基 
K111FE-B: 5'-ATCGAAGTGAAAAGGCTAAAGAT-3。 
阴影 处 原 碱 基 为 AAA 〈K-E 突变 ) 
Kll1lE-C: 5S'-AGCCTTITCACTTCCATAGTTTG-3/ 
S160A-B: 5'-ACCAGTAGT 
阴影 处 原 碱 基 为 ACC〈S-A 突变 ) 
S160A-C: 5'-CAATCTEBUGGCCACTACTCGTCGTGT-3 





根据 家 乍 PNPO cDNA 序列 设计 一 对 上 下 游 引 
物 , 用 于 构建 PNPO 突变 体 的 pET32a(+) 融 合 重 日 
表达 载体 , 引物 中 加 下 划 线 的 部 分 分 别 为 BamH I 
和 Xho 酶 切 位 扩 : 


Po-U: 和 -GCAGGATCCATGCTGAATAACTGTGTTG-3’ 
(BamH 1) 

Ppwpo-L: $5’ -CCGCTCGAGGAATCTATGGTGAAAGTC-3’ 
(Xhol) 


1.3 ”突变 点 的 引入 

K- 定点 突变 : 以 Ppweo-U 和 K111E-C 分 别 作 
上 上、 下游 引物 , 家 大 PNPO 基因 为 模板 , 用 Pfu DNA 
聚合 酶 进行 扩 增 , 94% 预 变 性 3 min, 94% 变性 30 s， 
57% 退火 30 s, 72% 延伸 90 s, 35 个 循环 后 , 72%C 补 
齐 10 min, 所 得 产物 用 DNA 凝 胶 纯 化 试剂 盒 回 收 ， 
记 为 KI11E-4C, 琼脂 糖 凝 胶 电 瀛 分析 PCR 产物 。 
以 K111E-B 和 Powo-L 分 别 作 上 、 下 游 引物 ,同样 
的 方法 得 到 的 扩 增 产物 记 为 KI11E-BD。 下 以 
Ppwpo-U 和 Ppwpo-L 分 别 为 上 、 下 游 引 物 ， 以 KI111E- 
4C 和 KI111E-BD 为 模板 进行 扩 增 ，947 预 变性 
3 min, 94% 变性 30 s, 72% 延伸 90 s, 20 个 循环 
后 , 72% 补 齐 10 min, 加 入 引物 Pawo-U 和 Pawo-L， 
94% 预 变性 3 min 后 ，94% 变性 308，56% 退火 
30 s, 72% 延伸 90 s 进行 35 个 循环 后 , 72% 补 齐 10 
min, 得 到 突变 产物 Puaneo DNA 闭 胶 纯 化 试剂 盒 回 
收 得 到 突变 产物 。 以 相同 方法 获得 突变 产物 Pseu。 
1.4 ”表达 载体 的 构建 

将 扩 增 所 得 到 的 突变 体 片 段 末 端 加 上 碱 基 A 
后 ,克隆 到 pMD18-T 载体 中 , 转 人 无 coli DHSa， 
并 进行 菌落 PCR, 选 出 阳性 菌 。 阳 性 pMD18-T 重 
组 质粒 双 酶 切 ， 纯 化 回收 目的 外 源 基 因 记 为 
K7177 五 ,并 与 酶 切 后 的 pPET32a(+) 重新 连接 ,得 到 
重组 表达 载体 ， 记 为 pET32a(+)-K111E。 把 
pET32a(+)-K111k 转 入 Ek，coli DHSa 中 , 进行 菌落 
PCR, 选 出 阳性 菌 。 测 序 确定 是 否 突 变 成 功 。 以 同 
样 方法 获得 pET32a(+)-S7604 的 重组 质粒 。 
1.5 重组 蛋白 的 诱导 表达 、 杀 和 纯化 

把 含有 重组 质粒 的 ，coli Rosetta 分 别 接种 于 
10 mL 含 氮 下 青霉素 (50 pg/mL) 和 氯 霉 素 (34 pe/ 
mL) 的 LB 液体 培养 基 中 , 37%C、 震 荡 培 养 过 夜 ,以 
1:100 (vv) 的 比例 进行 扩大 培养 ,30Y 继续 培养 
至 天 液 OD 值 为 0.4 ~0.6 时 , 加 入 IPTG 至 终 浓度 
1 mmol[ 工 ，163C 诱导 表达 12 h 后 离心 收集 菌 体 。 
加 入 20 mmol/L 磷酸 钠 缓 冲 液 (pH 7.4)5 mL 重 悬 
落体 ， 添 加 终 浓 度 1 mmol/L DTT、10 mmol/L 
PMSF、100 pg/mL 溶菌 酶 后 混 匀 。 冰 浴 下 超声 破 
雁 菌 体 , 4% 下 8 000 r/min 离心 20 min， 所 得 上 清 
即 为 粗 酶 液 。 粗 酶 液 经 Ni Sepharose ”6 Fast Flow 
( GE) 分离 和 纯化 ,收集 目 的 重 日 进行 超 滤 浓缩 。 
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取 10 pL 样品 进行 SDS-PACE 电泳 (浓缩 胶 5% 、 分 
离 胶 12.5% ) 检测 重 白 纯 度 , 采用 Bradford 法 检测 
集 日 浓度 。 
1.6 表达 的 PNPO 蛋白 的 体外 酶 促 反 应 活性 测定 
使 用 葵 且 法 测 酶 活性 (Hiroshi and Esmond ， 
1961 ) 。 反 应 总 体系 为 3 mL[0.2 molL 磷酸 钾 缓 冲 
液 (K, HPO,-KH,P0,, pH 8.5)2.4 mL、2 mmol/L 
FMN 0.05 mL、0.01 mol/L PMP-HCI 0.05 mL 和 酶 
液 0.5 mL|],37C 反 应 15 min 后 添加 100% TCA 
0.3 ml 终止 反应 , 离心 取 上 清 3 mL, 添加 0.16 mL 
对 及 溶液 , 室温 反应 10 min, 410 nm 下 测定 吸光 
度 。 实 验 设 3 次 重复 取 平 均值 。 对 照 先 加 100% 
TCA 将 酶 灭 活 。 以 酶 的 相对 活力 (%) 反 映 PNPO 
突变 前 后 的 酶 活性 变化 。 相 对 活力 = (对 照 酶 活性 
-处 理 酶 活性 )/ 对 照 酶 活性 x 100% 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 突变 PNPO 基因 的 获得 

K-E 突变 PNPO 基因 : 第 1 轮 扩 增 以 Ppwpo-U 和 
Kll1lE-C 为 上 、 下 游 引物 ,得 到 2 条 特异 片段 
KI111E-AC 和 KI111E-BD, 长 度 分 别 约 350 bp 和 470 
bp; 第 2 轮 扩 增 以 Ppypo-U 和 Ppwpo-L 分 别 为 上 、 下 
游 引物 得 到 1 条 特异 片段 Pu， 长 度 约 820 bp( 图 
1) , 与 预期 大 小 一 致 。 

S-A 突变 PNPO 基因 : 第 1 轮 扩 增 以 Peveo-U 和 
S160A-C 为 上 、 下 游 引物 , 得 到 2 条 特异 片段 
S1604A-AC 和 S1604-BD, 长度 分 别 约 500 bp 和 320 
bp; 第 2 轮 扩 增 以 Ppwpo-U 和 Ppypo-L 分 别 为 上 、 下 
游 引 物 得 到 1 条 特异 片段 Pei， 长 度 约 820 bp( 图 
1) , 与 预期 大 小 一 致 。 
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图 1 家 和 蛋 PNPO 定点 突变 片段 的 鉴定 
Identification of site-directed mutant DNA fragments of 
PNPO in Bombyx mori 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA marker; 1: KI111E-AC; 2: KI111E-BD; 3: 
Pi 4: S160A-AC; 5: S160A-BD; 6: Ps. 


Fig. 1 


2.2 表达 载体 的 获得 

用 BamH I 和 XhoI 内 切 酶 分 别 对 重组 表达 载 
体 pET32a(+)-K111E 和 pET32a(+)-S1604 进 行 双 酶 
切 , 切 下 约 820 bp 大 小 的 片段 , 其 在 1.2% 玖 脂 糖 
凝 胶 上 的 电泳 结果 如 图 2 所 示 , 其 中 泳 道 一 为 
pET32a(+)-K111E 双 酶 切 样 品 , 电泳 结果 与 预测 的 
电泳 条 带 一 致 。 重 组 表达 载体 pET32a(+)-KI111E 
和 pET32a(+)-S71604 的 测序 分 析 表 明 Lys”" 和 Ser™ 
已 分 别 被 成 功 地 突变 为 谷 氮 酸 和 两 氮 酸 ,获得 了 两 
个 目的 突变 重组 表达 载体 。 


M 1 2 
bp <— pET32a(+) 
1500 一 
aa <— PNPO 
500 一 





图 2 ”家 看 PNPO pET32a(+)-KI111E 重 组 表达 质粒 
的 双 酶 切 鉴定 
Fig. 2 Double enzyme digestion of the recombinant vector 
pET32a(+ )-K7177 of Bombyx mori 

M: DNA 分 子 量 标准 DNA marker; 1: pET32a(+)-KI111E 重 组 质粒 双 
酶 切 Recombinant vector pET32a(+)-KIllk after double enzyme 
digestion; 2: pET32a(+)-KI111E 重组 质粒 未 酶 切 对 照 Undigested 
recombinant vector pPET32a(+ ) -K777 匹 . 


2.3 重组 表达 载体 的 诱导 表达 

重组 质粒 pET32a(+)-K777 和 pET32a (+) 
-S1604 转 化 人 表达 菌株 BA.，coli Rosetta 后 ,采用 
IPTG 诱导 表达 , 经 SDS-PAGE 分 析 鉴 定 , 结果 表明 
PNPO 突变 体 K111E 和 S160A 和 蛋白 分 子 量 约 在 45.0 
kDa( 图 3), 与 预期 一 致 。 
2.4 ”家 在 重组 PNPO 突变 体 的 酶 活性 分 析 

利用 杂 肝 衍生 法 测定 家 笨重 组 PNPO 定点 突 变 
前 后 的 酶 活力 ,结果 表明 与 未 突变 的 家 至 重组 
PNPO 相 比 , K-E 突变 体 的 酶 活性 降低 了 约 78.0% ; 
S-A 突变 体 的 酶 活性 降低 了 约 67.4% (图 4)。 实 验 
结果 说 明了 家 不 PNPO 中 的 氨基 酸 残 基 Lys ”和 
Ser” 对 酶 的 催化 作用 有 重要 影响 。 


3 讨论 
定点 突变 是 研究 蛋白 质 结 构 与 功能 关系 ,以 及 


确认 结构 域 或 特定 氨基 酸 所 处 位 置 的 重要 手段 。 通 
常情 况 下 将 已 知 氨基 酸 残 基 突 变 为 酸 碱 性 质 相 反 的 
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图 3 家 看 重组 野生 型 和 突变 PNPO 的 原核 表达 和 鉴定 


Fig. 3 Expression of wild-type and mutant recombinant PNPO 


33.0 一 一 
20.0 一 


可 


of Bombyx mort 

M: 蛋白 分 子 量 标准 Protein Marker; 1: 含有 pET32a(+) 空 质粒 的 
Rosetta 表达 菌 IPTC 诱导 6 bh 后 溶 胞 产物 Crude extract of Escherichia 
coli Rosetta harboring blank plasmid pET32a(+) at 6 h after induction by 
IPTG; 2; 含有 质粒 pET32a(+)-PNPO 突 变 体 K111E 的 Rosetta 表达 
菌 未 诱导 的 溶 胞 产物 Crude extract of 五 coli Rosetta harboring plasmid 
pET32a(+)-KI111k mutants without being induced by IPTG; 3: 含有 质 
粒 pET32a(+)-KI11E 的 Rosetta 表达 菌 IPTG 诱导 6 bh 后 的 上 清 
Supernatant of Ek. coli Rosetta harboring plasmid pET32a(+)-KIl1I1E at6 
h after induction by IPTC; 4: 亲 和 层 析 纯 化 的 pET32a (+)-K1l1l1E 重 
组 蛋白 Recombinant protein pET32a(+)-KlllE purified by affinity 
chromatography; 5: 含有 质粒 pET32a(+)-S1604 的 Rosetta 表达 菌 
IPTC 诱导 6 h 后 的 上 清 Supermatant of Ek. coli Rosetta harboring 
plasmid pET32a( + ) ~- S160A at 6 h after induction by IPTC; 6: 杀 和 
层 析 纯化 的 pET32a(+)-S160A 重组 蛋白 Recombinant protein 
pET32a(+)-S160A purified by affinity chromatography; 7: 亲 和 层 析 纯 
化 的 未 突变 的 pET32a(+)-PNPO 重组 蛋白 Recombinant protein 
pET32a(+)-PNPO purified by affinity chromatography. 
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Fig. 4 The activity identification of wild-type and mutant 


recombinant PNPO of Bombyx mort 
图 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 。Data in the figure are mean + SE. 


氨基 酸 残 基 , 通过 实验 检测 氨基 酸 R 基 改 变 前 后 酶 
活性 的 变化 来 验证 原 氨 基 酸 残 基 是 否 影 响 酶 活性 。 
本 人 研究 利用 定点 突变 技术 构建 突变 型 PNPO 基因 ， 
将 其 克隆 到 表达 载体 上 构建 相应 重组 表达 质粒 


pET32a(+)-K111E 和 pET32a(+)-S1604,， 并 转化 至 
大 肠 杆菌 五 or 中 诱导 表达 , 通过 体外 酶 促 反应 ， 
比较 了 PNPO 突变 前 后 的 酶 活性 差异 。 结 果 显 示 ， 
Lys” 和 Ser” 突变 后 催化 活性 均 大 幅 降 低 。 

近 几 年 对 大 肠 杆 菌 和 人 Homo sapiens 的 PNPO 
结构 有 了 比较 深入 研究 。 将 家 看 与 大 肠 杆 菌 、 人 以 
及 拟 南 芥 Arabidopsis thaliana 等 24 个 物种 进行 多 序 
列 比 对 , 发 现 家 看 Lys” 在 人 和 动物 中 的 相应 位 置 
均 为 精 氨 酸 , 在 大 肠 杆菌 中 该 氨基 酸 残 基 同 为 精 氨 
酸 。Safo 等 (2000 ) 的 研究 显示 , 该 精 氨 酸 是 FMN 
的 磷酸 盐 结 合 位 点 之 一 , 而 在 植物 和 细菌 中 多 被 蔡 
换 为 其 他 氨基 酸 。 在 家 看 中 此 处 被 蔡 换 为 赖 氨 酸 ， 
同属 于 碱 性 氨基 酸 , 仅 有 一 个 NH, 取代 基 不 同 , 推 
测 此 处 赖 氨 酸 的 功能 与 人 和 大 上 肠 杆菌 中 的 精 氨 酸 功 
能 接近 , 根据 定点 突变 方法 , 在 保持 氨基 酸 底 物 结 
合 位 点 的 构象 不 发 生变 化 的 基础 上 , 将 此 赖 氨 酸 体 
外 突变 为 结构 类 似 的 酸性 氨基 酸 即 谷 氨 酸 。 突 变 后 
酶 活性 降低 了 约 78. 0% , 推测 家 春 PNPO 中 Lys™ 
是 构成 酶 活性 位 点 的 一 个 重要 氨基 酸 。 酶 催化 活性 
降低 的 原因 可 能 是 谷 氨 酸 碳 架 结构 、 整 体 构象 基本 
不 变 , 但 氨基 酸 的 酸 碱 性 质 改变 , 合 氨 酸 为 酸性 氨 
基 酸 , 可 能 导致 与 底 物 结合 的 微 环境 改变 ， 从 而 影 
啊 与 底 物 的 结合 ; 此 外 赖 氨 酸 的 侧 链 有 4 个 C 的 直 
链 , 柔性 较 大 , 可 增 大 侧 链 氨基 酸 的 反应 活性 ， 突 
变 之 后 侧 链 结构 改变 影响 其 柔性 ， 从 而 影响 到 酶 的 
整体 结构 ,导致 催 化 反应 无 法 正常 进行 , 结果 表现 
为 酶 的 活性 下 降 。 精 氨 酸 和 赖 氨 酸 的 碳 架 结构 非常 
相似 , 酸 碱 性 也 相同 , 奢 将 家 至 中 的 赖 氨 酸 突变 为 
精 氨 酸 , 很 可 能 酶 反应 的 结果 变化 不 大 , 无 法 明显 
反映 原 氨 基 酸 是 否 在 酶 反应 中 起 作用 ,因此 在 本 实 
验 中 选择 将 赖 氨 酸 突变 为 谷 氨 酸 以 验证 其 作用 。 

多 序列 比 对 的 结果 显示 ， 人 和 大 肠 杆 戎 PNPO 
与 PLP 成 氢 键 相互 作用 的 几 个 保守 氨基 酸 残 基 , 在 
家 看 PNPO 中 均 同 样 保守 , 如 Arg™，, Ser”，Are” 
和 His” 等 。 Martino 等 (2002，2003 ) 研究 揭示 
Ser ”在 大 肠 杆菌 中 是 非 催化 位 点 的 保守 氨基 酸 残 
基 , 和 相 邻 氨基 酸 一 起 以 毛 键 将 PLP 固定 在 FMN 
的 N5 表面 ， 以 促进 催化 反应 的 进行 。 人 、 免 肝 和 大 
肠 杆 菌 等 的 PNPO 中 此 处 高 度 保守 的 丝氨酸 主要 作 
用 是 以 氧 键 形 式 结合 PLP 的 磷酸 基 团 (Faik et al.， 
2003 ) 。 为 验证 家 看 此 处 丝氨酸 的 功能 , 将 极 性 氨 
基 酸 Ser” 突变 为 非 极 性 氨基 酸 丙 氨 酸 , 突变 后 发 
现 其 催化 活性 同样 降低 , 仅 为 原来 活性 的 32.6% 。 
推 鄙 其 原因 为 : 1) 丝氨酸 为 杀 水 性 氨基 酸 , 丙 氨 酸 
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为 跑 水 性 氨基 酸 , 突变 之 后 丙 氨 酸 会 被 包 埋 在 周围 
氨基 酸 内 , 引起 PNPO 活性 位 点 难以 与 底 物 结合 ， 
导致 活性 降低 ; 2) 根 据 氨 基 酸 的 构象 偏好 , 丝氨酸 
偏 问 反问 转角 , 而 肉 氨 酸 偏 问 a 螺旋 导致 PNPO 结 
构 的 改变 , 使 PLP 不 能 很 好 地 结合 在 PNPO 上 ， 
此 影响 PNPO 的 酶 活性 ， 导 致 活性 下 降 。 故 推测 所 
基 酸 残 基 Lys” 和 Ser” 是 参与 家 看 PNPO 酶 催化 反 
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